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研究要旨 
英国で発生して世界各地に広がった BSE（定型 BSE, C-BSE）は大きな社会問題
となったが、飼料規制などの管理措置が機能した結果、その発生は制御下にある。
しかし、能動サーベイランスの結果、C-BSEとは性質が異なる BSE（非定型 BSE, 
L-BSEおよび H-BSE）が、主に高齢牛で発見され、ヒトへの感染リスクや C-BSE
の原因となる可能性が指摘されている。本研究では、食品を介する非定型 BSE
の感染拡大を防ぐための安全対策等に貢献することを目標として、これまでに培
った技術・経験および科学的知見を活用して、1) 非定型 BSE 感染動物における
感染病態機序の解明に資する研究、2) 非定型 BSE のヒトへのリスクの推定に資
する研究、3) 潜在的な非定型 BSE の存在リスクの推定、非定型 BSE が C-BSE
の起源となる可能性の推定、に資する研究を進め、以下に述べる研究成果が得ら
れた。 
 L-BSE 脳内接種牛の臨床症状と PrPSc検出時期を調べた結果、臨床症状が出現
する6ヶ月前、病末期の約11ヶ月前にはPrPScが検出されることを明らかにした。
L-BSEの脳内分布の解析から、原因不明の死亡牛の検査部位として嗅脚などが適
していることを示した。BSE 解析用のモデルとして、C-BSE モルモット馴化株、
L-BSEハムスター馴化株を作出した。C-BSEの PrPScが熱処理により PrPScの分子
サイズが変化するという、これまで報告がない生化学的特徴を見出した。プリオ
ン感染動物脳からプリオン感染神経細胞を同定・分離する方法を世界で初めて確
立した。C-, L-, および H-BSE プリオン感染 TgBovPrP の比較から、3 種の BSE
プリオンに共通した宿主応答、およびそれぞれの BSEプリオンに特徴的な宿主応
答があることを明らかにした。 
 カニクイザルを用いた L-BSEの経口感染試験から、L-BSEは経口的にヒトに感
染するリスクがあることを明らかにした。ヒト PrP 過発現マウス (TgHuPrP) マ
を用いた伝達試験の結果から、ヒトの BSEプリオンの感受性は、L-BSE＞C-BSE
＞H-BSE と推測され、L-BSE は C-BSE よりもヒトで増殖し易く、H-BSE のヒト
への感染リスクは低いと考えられた。L-BSE感染牛の骨格筋 (上腕三頭筋、半腱
様筋、大腰筋、最長筋) に脳の 1/10,000程度の感染価が存在することを明らかに
した。BSE 検査に使用されている市販キットが、L-,および H-BSE ウシの摘発に
有効であることを確認した。 
 rCerPrPを用いることで、C-BSEと L-BSEプリオンの高感度検出および鑑別を
一回の反応で実施可能な実用的な RT-QuIC法を確立した。rMoPrPと rHaPrPに対
する C-BSE と L-BSE の反応性の差を利用して、両者を高精度に鑑別する方法を
確立した。しかし、C-, L-, および H-BSEを１度で検出・鑑別する方法の確立に
は至らなかった。L-BSEプリオンが、単純な加熱や酸・アルカリ等の物理・化学
的処理によって C-BSE様のプリオンに変化する可能性は低いと考えられた。 
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Ａ．研究目的 
 
 英国で発生して世界各地に広がった BSE（定型
BSE, C-BSE）は大きな社会問題となったが、飼料
規制などの管理措置が機能した結果、その発生は
制御下にある。しかし、能動サーベイランスの結
果、C-BSE とは性質が異なる BSE（非定型 BSE, 
L-BSE, H-BSE）が、主に高齢牛で発見され、ヒト
への感染リスクや C-BSE の原因となる可能性が
指摘されている。非定型 BSEは自然発生する疾病
の可能性があり、実験的に牛やヒト PrP遺伝子発
現マウスに伝達することから、牛を飼養する国と
地域の共通の問題として、グローバルなレベルで、
感染拡大リスクを考慮した長期的な対策が必要
である。しかし、リスク評価および適切な管理措
置の策定に必要な科学的知見が乏しいのが現状
である。 
 先の食品の安心・安全確保推進研究事業（平成
20-22年度、平成 23-25年度）の実績から、サル、

ウシおよび各種モデル動物を用いる感染実験に
よるプリオン病の病態解析手法、異常型プリオン
タンパク質（PrPSc）の高感度検出法などの技術が
格段に向上している。本研究では、食品を介する
非定型 BSE の感染拡大を防ぐための安全対策等
に貢献することを目標として、これまでに培った
技術・経験および科学的知見を活用して、項目 1) 
非定型 BSE 感染動物における感染病態機序の解
明に資する研究、項目 2) 非定型 BSEのヒトへの
リスクの推定に資する研究、項目 3) 潜在的な非
定型 BSE の存在リスクの推定、非定型 BSE が
C-BSEの起源となる可能性の推定、に資する研究
を進める。 
 本研究で取り組む、非定型 BSE感染牛の中枢神
経系における PrPSc の出現部位と時期の解析、牛
可食部位における感染価の解析（項目 1）、霊長類
を用いた非定型 BSE の感染実験（項目 2）、潜在
的な非定型 BSE の調査（項目 3）、から得られる
成果は、非定型 BSEのヒトへの感染リスクを考慮
した BSE 管理措置の策定に必要な科学的知見で
あり、食品健康影響評価および食品衛生行政に貢
献する。さらに、得られる研究リソースおよび技
術は、プリオン病の診断・治療法の開発、プリオ
ンの検出法に応用可能であり、広く保健医療に貢
献する。また、非定型 BSEの病態解明は、難解か
つ不明な点が多いことが最大の不安要因である
プリオン病に対する、消費者の不安・懸念の払拭
にも役立つ。 
 
 
Ｂ．研究方法 
 
１）非定型 BSE 感染動物における感染病態機序
の解明に資する研究 

 
・ L-および H-BSE 脳内接種牛における PrPSc

の脳内出現部位を経時的に解析して、発症
前に PrPSc が検出される時期や部位を明ら
かにする。 
・ C-BSE, L-BSE の病態解析モデル系として、
遺伝子組換え動物以外に、野生型動物を用
いる病態解析系の確立を目指す。 
・ C-BSE および非定型 BSE 由来 PrPScの蛋白
化学的な解析により両者の相違に関する知
見を集積する。 
・ 組織切片上での PrPSc特異染色法（食品の安
全性確保推進研究事業[平成 23-25 年実施]
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で確立）を用いて、C-, L-, および H-BSE感
染牛および感染動物の神経病変を詳細に解
析して、非定型 BSEの神経病変の特徴を明
らかにする。 
・ プリオン病の新規病態解析技術として、

PrPSc特異染色法を応用して、プリオン感染
動物の中枢神経系組織からプリオン感染神
経細胞を分取する方法を確立する。 
・ C-, L-, および H-BSEプリオン感染ウシ PrP
過発現マウス（TgBovPrP）の中枢神経系組
織の網羅的遺伝子発現解析により、各々の
病原体により引き起こされる病態の相違を
明らかにする。 

 
 
２）非定型 BSE のヒトへのリスクの推定に資す
る研究 

 
・ 先の食品の安全性確保推進研究事業（平成

23-25年実施）で開始した、L-BSE経口接種
カニクイザルの、臨床経過の観察、運動機
能試験、脳波測定による神経機能解析を継
続する。L-BSE の実験モデル化のために実
施中の脳内接種連続継代中のサルについて
も、同様に実施する。 
・ H-BSE のヒトへのリスクの推定のために、
カニクイザルの経口接種および脳内接種試
験を新規に開始して（2-4 頭使用予定）、経
過観察、血液および脳脊髄液の採取を行う。 
・ 先の食品の安全性確保推進研究事業（平成

23-25年実施）から継続している、C-BSE経
口接種カニクイザル、および輸血による
C-BSE の伝播リスクを検証するために
C-BSE 感染カニクイザルの血液を輸血した
カニクイザルの、臨床経過の観察、運動機
能試験、脳波測定による神経機能解析を継
続する。 
・ ヒトPrP過発現マウス (TgHuPrP) を新たに
作製し、C-, L-, および H-BSＥを脳内接種し
て伝達性を調べることで、ヒトが非定型
BSEに感受性であるかを推測する。 
・ 市販BSE検査キットの非定型BSEの検出精
度を精査する。 
・ L-およびH-BSE実験感染牛の発症牛の可食
部位に、検出しうる PrPScおよびプリオン感
染価が存在するか否かを、免疫組織化学お
よび TgBovPrP を用いるバイオアッセイに

より調べる。 
 
 
３）潜在的な非定型 BSE の存在リスクの推定、
非定型BSEがC-BSEの起源となる可能性の推
定 

 
・ C-BSEと非定型 BSEを一回の反応で、検出
感度を損なわずに検出でき、かつ鑑別可能
な、実用レベルの RT-QuIC法を構築する。 
・ 非定型 BSE 試料の熱処理や化学処理が

C-BSEを誘発する可能性を検討する。 
・ L-BSEや C-BSEの病原学的性状が異種動物
伝達により変化するかについて検討する。 

 
（倫理面への配慮） 
 各々の研究分担者が所属する機関での動物実
験委員会等で審査を受けた動物実験プロトコー
ル等に従い、実験動物の福祉および動物実験倫理
に十分配慮して動物実験を実施した。感染症病原
体等の取り扱いは、各々の機関の病原微生物等安
全管理委員会あるいはバイオセーフティ委員会
などの承認を得て実施した。 
 
 
Ｃ．研究結果 
 
１）非定型 BSE 感染動物における感染病態機序
の解明 

 
１-１）L-BSE感染牛の病態解析 
 L-BSEを脳内接種した牛を接種後 4.7ヶ月で
病理解剖し、中枢神経系組織における PrPScの
蓄積を調べた結果、中脳、橋および延髄にわず
かな PrPScの蓄積を確認した。接種後 1.7 およ
び 4.2ヶ月で安楽殺した各一頭の牛の脳内では
明瞭な PrPScの蓄積は検出されなかったが、接
種後 7.5および 9.1ヶ月では、脳幹部の他、小
脳、視床に PrPScが検出された。脳内接種によ
る L-BSE感染牛の臨床症状は接種後 11ヶ月頃
から確認されることから、臨床症状が出現する
6 ヶ月前頃には PrPScが検出されるようになる
ことが示唆された。 
 C-および L-BSE 感染牛の脳組織における
PrPScの出現部位と時期を比較したところ、 
延髄および中脳では、L-BSEは接種後 5ヶ月で、
C-BSE は 10 か月で PrPScが検出され、L-BSE
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が 5ヶ月早く PrPScが検出された。小脳皮質、
大脳皮質前頭部では L-BSEで接種後 11ヶ月に
対し C-BSEで接種後 18ヶ月、19ヶ月に検出さ
れ、それぞれ L-BSE が早く蓄積した。嗅脚で
は、L-BSE は接種後 7 ヶ月、C-BSE では接種
後 19ヶ月で検出され、線条体では、L-BSEは
9ヶ月、C-BSEは 16ヶ月で検出された。L-BSE
では C-BSE よりも早くから、かつ脳の広範囲
にわたり PrPScが検出されることが判明した。 
 H-BSE感染牛の解析は、平成 28年度 8-9月
に道東で発生した台風被害により研究期間内
での実施が困難となった。 
 
１−２）L-BSE の病態解析モデルの確立と病態の
解析 
 C-BSEはモルモットへ伝達したが、ハムスタ
ーへは伝達しなかった。逆に、L-BSEはハムス
ターに伝達したが、モルモットへは伝達しなか
った。その結果、C-BSE モルモット馴化株 
(C-BSE/gu) 、 L-BSE ハ ム ス タ ー 馴 化 株 
(L-BSE/ham) が作出できた。そこで、これらの
病理学的解析を行った。L-BSE/ham接種ハムス
ターでは末梢組織で PrPScの蓄積が認められず、
中枢神経系組織で血管周囲や脳室周囲器官で
PrPSc の蓄積が認められることから、脳脊髄液
を介して、あるいは血行性に中枢神経系組織内
で蓄積部位が拡大することが示唆された。 
 C-BSEモルモット馴化株 (C-BSE/gu)、L-BSE
ハムスター馴化株  (L-BSE/ham) を用いて、
C-BSE/gu をハムスターに、L-BSE/ham をモル
モットに接種して、異種間伝達に伴うプリオン
の性状変化を解析した。C-BSE/gu 感染モルモ
ットでは、顆粒細胞の減数と分子層の菲薄化よ
る小脳皮質の萎縮が顕著であった。また、脳全
体に PrPScの沈着が認められ、プラーク状沈着
が特徴的であった。L-BSE/ham感染ハムスター
では脳全体にび漫性の PrPScの沈着が認められ、
微細顆粒状や血管周囲への小斑状の沈着が特
徴的であった。異種間伝播モデルである
C-BSE/gu感染ハムスターでは、脳全体に PrPSc

の沈着が認められ、海馬、間脳、大脳へのび慢
性、放射状沈着が主であった。C-BSE/gu 感染
ハムスターでは、C-BSE/gu 感染モルモットで
みられる特徴的な小脳病変は形成されず、
L-BSE/ham 感染ハムスターでみられる特徴的
な沈着分布や沈着パターンの多くがみられた。
従って、C-BSE/L-BSE の実験的異種間伝播に

おける病理学的特徴は、動物種とプリオン株の
両方の影響を受けるものと考えられる。 
 
１−３）BSE 由来 PrPScのタンパク質化学性状の
解析 
 PrPSc の温度および pH 処理に対する性状変
化を調べた。C-BSE由来 PrPScは今回調べた範
囲の pH・温度ではプロテアーゼへの抵抗性を
維持していたが、通常の消化条件 (37˚C) と比
較して、高温消化条件では、プロテアーゼ抵抗
性の PrPSc断片の分離量が大きくなることを見
出した。この変化は C-BSE 感染ウシ脳組織で
は確認できるが、C-BSE プリオンを異種動物
（カニクイザルやマウス）へ伝播・馴化させる
と認められなくなることから、これまで報告が
ない生化学性状であるが、C-BSEプリオン株に
特徴的な生化学マーカーとして使用できる可
能性がある興味深い知見である。 
 
１−４）病態解析ツールとしての PrPSc 特異抗体

mAb8D5とmAb132の有用性の検討 
 異なるエピトープを認識する2種の抗PrP抗
体、mAb8D5と 132を用いた PrPSc特異的免疫
染色法の応用性を検討するために、牛および
TgBovPrP の脳組織における両抗体の反応性を
検討した。mAb8D5 は、非感染牛脳組織でも、
橋、視床および視床下部の少数の細胞の細胞質
にもシグナルが検出されたことから、牛脳組織
の特定の領域ではPrPCとPrPScの区別が困難で
ある可能性が示唆された。mAb132は非感染牛
脳組織でシグナルが検出されなかったことか
ら、ウシ脳組織における PrPScの検出に有用で
あると考えられる。mAb132は PrPCの局所の濃
度が高いと PrPCと反応する。非感染 TgBovPrP
の脳では嗅球の一部に、感染マウスとは区別で
きない mAb132 の強いシグナルが認められた
が、嗅球以外の部位では、PrPCの過発現の影響
を受けずに PrPScの検出が可能と思われた。 
 
１−５）プリオン病の新規病態解析技術の確立 
 プリオン感染マウスから、神経細胞マーカー
と PrPScの二重染色により、フローサイトメー
ターを用いて、プリオン感染神経細胞を同定で
する方法を確立した。この方法は世界で初めて
の報告であり、セルソーターを用いて、プリオ
ン感染動物の脳組織からプリオンに感染した
神経細胞を分離することが可能となった。 
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１−６）C-, L- および H-BSE プリオン感染

TgBovPrP の中枢神経系組織のトランスクリ
プトーム 
 まず、宿主応答が明らかに認められる時期と
して、遺伝子発現パターンが、陰性対照の非感
染マウスと比較して異なるクラスターに分離
できる日を評価の目安とした。そうすると、
L-BSE では、接種後 167 日、C-BSE では接種
後 204 日、H-BSE では接種後 253 日までは、
非感染マウスと区別できなかったことから、明
瞭な宿主応答が生じるのは、これらの時点より
後になると考えられた。 
 K-mean クラスタリングにより分類されたク
ラスターのうち、クラスターC-1は、C-, L-, お
よび H-BSE プリオン感染 TgBovPrP ともに病
末期に遺伝子発現が上昇する遺伝子群であっ
た (184遺伝子)。共通して発現が上昇する遺伝
子群には、ミクログリアで発現が上昇する自然
免疫系に関連する遺伝子が多く含まれていた。
これに対し、C-2 (212遺伝子), C-3 (179遺伝子), 
および C-4 (200 遺伝子) はそれぞれ、L-BSE，
C-BSE, あるいは H-BSE プリオン感染
TgBovPrP でのみ発現が上昇する傾向にある遺
伝子から構成されるグループであり、各々の病
態が異なることも明らかとなった。 
 
 
２）非定型 BSEのヒトへのリスクの推定 
 
２-１）L-BSE感染サルの病態解析 
 L-BSE（非定形 BSE JP/24 佐世保）では初
代接種より、短い潜伏期間で発症が認められ、
C-BSEに比べて、発症後の神経症状進行は緩徐
であった。ほぼ同様の臨床症状ステージで解剖
した安楽死後のMRI画像では C-BSE接種サル
に比べて、L-BSE接種サルの脳室拡張が顕著で、
脳委縮が進行していた。 
 PMCA 法の増幅条件を検討し、L-BSE 感染
サル由来 PrPScの超高感度検出が可能になった。
発症前の L-BSE 脳内接種サルの脳脊髄液、尿
や唾液中にも、PrPSc が検出されることから、
PMCA法を用いて、経口接種サルの体液を経時
的に検査することで、感染成立の有無を調べる
ことが可能となった。 
 平成 27 年度、投与後約 3.5 年目の唾液から
PrPSc が検出されたが、同一個体ではその後採

材した唾液からは PrPScは検出されなかった。
また、平成 28 年度、投与後 3.7 年の個体の血
漿から一過性に PrPScを検出した。投与後 5.5
年を経過した現時点で臨床症状は認められて
いないが、経口投与した 2頭のサルともに体液
から PrPScが検出されたこと、および、L-BSE
を脳内接種したカニクイザルでも発症前の尿、
唾液、脳脊髄液から PrPScが検出できることか
ら、L-BSEは経口的にヒトに感染するリスクが
あると判断すべきである。 
 この 2頭については、平成 28年度末に安楽
死を行い、組織・臓器からの PrPSc検出を行い、
ヒトに近い真猿類での L-BSE 経口感染リスク
を評価する。 
 
２−２）H-BSE感染サルの病態解析 
 H-BSE のサルへの伝播を確認するための脳
内接種と食を通じてのヒトへの感染リスクを
評価するための経口投与の実験を開始した。い
ずれも接種してから 1.4年を経過したが、現在
まで、臨床的に異常はない。潜伏期を考慮する
と、平成 29年度以降の実験継続が必要である。 
 
２−３）C-BSEの経口および輸血による伝播リス
クの評価 
 C-BSE 感染牛脳乳剤のカニクイザルへの経
口投与、および C-BSE 感染牛脳乳剤を脳内接
種されて感染したカニクイザルの血液をカニ
クイザルに輸血する輸血実験を行い経過観察
を継続してきた。途中、未発症の 2頭を安楽死
したが、残りのサルは発症が確認できないまま、
それぞれ 13.5 年目、10.4 年目に安楽死した。
経口接種群では、定期的に採材していた体液類
からは PrPScは検出されなかった。安楽死直後
の脳 MRI 像では、脳室拡張に伴う脳萎縮は見
られなかった。また輸血実験群のサルの神経及
び末梢組織を高感度検出系で検査したが、調べ
た組織からは PrPScは検出されなかった。 

 
２−４）ヒト PrP過発現マウス (TgHuPrP)を用い
たヒトの非定型 BSE感受性の推定 
 ヒト型 PrP遺伝子（コドン 129番目メチオニ
ン）を過剰発現する TgHuPrP を 4 系統（#21、
#38、#51、#07）作製した。すべての系統は内
因性のマウス PrP 遺伝子をノックアウト化し
た。ヒト 129M PrPCの脳での発現量は、野生型
マウスと比べて、#21で 4倍、#38で 4倍、#51
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で 1.5倍、#07で 1倍であった。 
 これらの TgHuPrPに、C-, L-, および H-BSE
プリオンを脳内接種した。L-BSE は TgHuPrP
を高発現する Tgマウスには attack rate 100%で
伝達したが、低発現する Tgマウスへは伝達し
たが attack rateは低かった。C-BSEは HuPrPを
高発現する Tgマウスに attack rateが低いなが
ら伝達が認められた。しかし H-BSE はいずれ
の Tgにも伝達しなかった。 
 従って、L-BSEはヒトへの伝達効率が C-BSE
よりも高いことが示唆された。 
 
２−５）食肉衛生検査所等での BSEスクリーニン
グに使用されている迅速検査キットの性能評
価 
 当該の検査キットが L-, および H-BSE 罹患
ウシを適切に摘発できることを示した。欧州の
評価基準に照らしても BSE 罹患ウシの摘発に
有効と判断される結果となった。 
 
２−６）L-および H-BSE実験感染牛の発症牛の可
食部位における PrPSc およびプリオン感染価
の解析 
 L-BSE 臨床症状期の牛の筋組織を抗プリオ
ンタンパク質抗体（F99/97.6.1：VMRD, Pullman, 
WA, USA）の免疫組織化学染色で解析すると、
筋組織の筋紡錘で PrPSc陽性となった。L-BSE
感染牛の可食部 (骨格筋：上腕三頭筋、半腱様
筋、大腰筋、最長筋) の乳剤を TgBovPrPに接
種したところ、全ての試料でマウスの発症が認
められた。平成 26年度に作成した L-BSEの感
染価-潜伏期標準曲線から、感染価を推定した
結果、これらの可食部には、脳の 1/10,000程度
の感染価が存在することが判明した。本実験で
調べた 3 頭の L-BSE 実験感染牛で同様の結果
が得られた。 
 また、H-BSE の感染価を測定するための感
染価-潜伏期標準曲線を作成した。これにより、
H-BSE 感染牛の可食部の感染価の定量解析が
可能となった。 
 
 
３）潜在的な非定型 BSE の存在リスクの推定、
非定型BSEがC-BSEの起源となる可能性の推
定 

 
３-１）C-BSEと非定型 BSEを一回の反応で、検

出感・鑑別可能な RT-QuIC法の構築 
 rCerPrPを基質として用いた場合、C-BSEお
よび L-BSE ともに、被検試料の脳乳剤濃度が
最高となる 10-3希釈でも陽性となり、L-BSEお
よび C-BSE ともに 10-7希釈まで再現性良く陽
性となることから、rCerPrP を用いた RT-QuIC
法は、ELISAやWBよりも 10,000以上検出感
度が高く、TgBovPrP を用いたバイオアッセイ
よりも 10倍程度感度が高いことが確認できた。
H-BSEプリオンも 10-3〜10-8希釈で検出可能で
あった。 
 この反応系に、終濃度 0.1%となるように非
感染牛脳乳剤を加えると、L-BSEの検出限界は
10-8と 1段階上昇したが、C-BSEの検出限界は
10-3 までと著しく低下した。従って、rCerPrP
を用いた RT-QuIC 反応を、非感染牛脳乳剤存
在/非存在下で行うことで、一回の RT-QuIC 法
で、C-BSE と L-BSE の高感度検出と鑑別が可
能となった。しかし、C-, L-, および H-BSEの
3 種を鑑別可能な方法の確立には至らなかっ
た。 
 rCerPrP以外に、マウス、ハムスター、ウシ、
およびハタネズミの組換え PrP を使用したが、
被検試料の脳乳剤濃度が最高となる 10-3 希釈
でも安定して陽性となり、かつ 10-7希釈まで再
現性良く陽性となるのは rCerPrPを基質とした
RT-QuICであった。 
 
３−２）L-BSEと C-BSEの RT-QuIC法における

rMoPrP、rHaPrPへのシード活性の違い 
 rMoPrPと rHaPrPを反応基質として用い、L-, 
C-BSE をそれぞれシードとして RT-QuIC 法を
実施すると、L-BSEは rMoPrP, rHaPrPの両者に
対してシード活性を示したのに対して C-BSE
は rHaPrP に全く活性を示さなかった。さらに
L-BSE, C-BSE をシードとしたRT-QuIC法の継
代を継続 (最初の反応を Round-1とし、その反
応液の希釈液の一部を次の反応 [Round-2] の
シードとしてRT-QUIC法を実施) したところ、
Round-2においても rHaPrPは C-BSEに反応し
なかった。それに対して rMoPrPおよび rHaPrP
は L-BSEに高い反応を示した。しかし、C-BSE
の rPrP種特異性は、RT-QuICを 4〜5回連続す
ることで消失した。従って、Round-2まで含め
た rMoPrP と rHaPrP の反応性の違いを利用す
れば、RT-QuIC法によって L-BSEと C-BSEの
鑑別が可能となる。 
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 また、ステンレススチールワイヤーに付着し
たプリオンの活性を２日間程度で評価できる
Wire-QuIC 法を開発した。この方法により、
RT-QuIC法の適用範囲の拡大が期待できる。 
 
３−３）非定型 BSE 試料の熱処理や化学処理が

C-BSEを誘発する可能性の検討 
 熱処理により L-BSE 由来 PrPScが C-BSE 由
来 PrPSc様の性状を獲得するかを調べるために、
L-BSE 感染脳乳剤を加熱処理した。70˚C では
白濁した状態を維持していたが、100˚C以上で
固形分の凝集が見られた。135˚C以上では液状
部分が透明となり、150˚Cでは黄褐色に変色し
た。WBでは、70˚Cから 110˚Cまで明瞭な PrPSc

のバンドが確認され、分子量およびバンドパタ
ーンに変化はなかった。加熱処理した L-BSE
感染脳を、C-BSEの PrPScを増幅する PMCA法
により PrPSc増幅を試みたが、C-BSE様の PrPSc

は検出されなかった。 
 化学処理により L-BSE 由来 PrPScが C-BSE
由来 PrPSc様の性状を獲得するかを調べるため
に、10％L-BSE感染脳乳剤を、2規定（N）か
ら 2倍階段希釈（2～1/16N）した等量の塩酸ま
たは水酸化ナトリウムで処理した後、C-BSE
の PrPScを増幅する PMCA 法により PrPSc増幅
を試みた。いずれの処理条件でも、C-BSE様の
PrPScは検出されなかった。 

 
３−４）カニクイザルで増殖した C-, L-BSE プリ
オンの特性変化の検証 
 C-BSE プリオンや L-BSE プリオンが、ウシ
から異種動物へ伝播した場合に、そのウイルス
学的特徴に変化が起こるのかという点を検討
することは、プリオン株の起源や新たなプリオ
ン株の出現を考察・予測する上で意義深い。霊
長類モデルであるカニクイザルへ伝播した C-, 
L-BSEプリオンの病原性の変化の有無を、近交
系マウスに対する病原性を比較することで調
べた。その結果、カニクイザルで増殖した C-, 
L-BSEプリオンの病原学的特性は､ウシ脳のC-, 
L-BSEプリオンと大差なかったことから、仮に
L-BSE がヒトに感染したとしても、すぐに
vCJD のような病態を呈することはないことが
示唆される。 
 
 
Ｄ．考察 

 
１）非定型 BSE 感染動物における感染病態機序
の解明 
 接種後 4.7ヶ月の脳内接種 L-BSE感染牛 2頭に
蓄積する PrPSc は、脳幹部に限局し、蓄積量もわ
ずかであった。これより前の段階では PrPSc は検
出されなかった。接種後 7.5 月では脳内の PrPSc

蓄積部位が広がっていた。脳内接種による L-BSE
感染牛の臨床症状が接種後 11 ヶ月頃から確認さ
れることから、臨床症状が出現する約 6 ヶ月前、
あるいは病末期の約 11ヶ月前に PrPScを検出でき
ることが示唆された。また、嗅脚は L-BSEの PrPSc

が蓄積しやすい部位の一つであることから、原因
不明の死亡牛の検査では、この部位を採材するこ
とで、確実に L-BSEを摘発できると思われる。 
 
 本研究で作出した、C-BSE モルモット馴化株 
(C-BSE/gu) 、 L-BSE ハ ム ス タ ー 馴 化 株 
(L-BSE/ham) は、BSEの起源の推定を含めて、今
後の研究の有用なツールとなる。特に C-BSE/gu 
は世界初の例であり、特徴的な小脳病変を示すこ
とから、BSEのみならずヒトプリオン病の病態モ
デルとしても有用と思われる。L-BSEハムスター
馴化モデルでは脳内で増幅した PrPSc が神経性あ
るいは血行性に脊髄へ伝播することは示唆され
た。末梢神経や血液を介した末梢組織への遠心性
伝播は確認されなかった。L-BSEの末梢神経、他
臓器への親和性を欠くことは L-BSE 起源を考え
る上で重要と思われる。 
 
 C-BSE 由来 PrPScの見かけ上の分子量が、高温
消化条件で大きくなる現象を見出した。このメカ
ニズムは不明であるが、本現象は C-BSEプリオン
の判別法として有用と思われる。ただし、新たに
生じた PrPSc 断片と、通常の消化条件で得られる
PrPSc 断片との感染性や病原性を検討して C-BSE
の生物性状を維持しているか確認する必要はあ
る。 
 
 PrPSc特異抗体 mAB8D5 と mAb132 はプリオン
病の神経病態解析用のツールとして可能性を秘
めている。しかし、mAb8D5は非感染牛の脳組織
の特定の部位でシグナルが認められたことから、
残念ながら牛の脳組織の解析には応用が難しい。
抗 PrP抗体 mAb132はエピトープの密度が高くな
ると反応性が向上するため、PrP を過発現するマ
ウスでは PrPC 由来のシグナルを検出する可能性
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が予想されたが、嗅球を除いては TgBovPrP の脳
組織における PrPSc の解析に使用可能であると思
われる。 
 
 mAb132を用いる PrPSc特異検出法と、フローサ
イトメトリーの解析法を工夫することで、プリオ
ン感染動物の脳からプリオンに感染した神経細
胞を検出することが可能になった。世界で初めて
の技術であり、今後、セルソーターを用いて、プ
リオン感染神経細胞を分取し、プロテオームやト
ランスクリプトームを行うことで、プリオンに感
染した神経細胞で生じる変化をより特異的に解
析することが可能となる。また、mAb 132のエピ
トープはほ乳類から鳥類まで保存されているこ
とから、本法はマウスのみならず、多くの動物種
に応用可能と考えられる。 
 
 C-, L-, およびH-BSEプリオン感染TgBovPrPの
脳幹のトランスクリプトームでは、3種の BSEプ
リオン感染で共通して発現が上昇するのは、主に
ミクログリアで発現が上昇する遺伝子群であっ
た。つまり、ミクログリアの活性化は BSEプリオ
ンの種類を問わず共通の現象であることが示さ
れた。一方で、C-, L- あるいは H-BSEプリオンの
感染に対して特異的に発現が上昇する遺伝子群
の存在を明らかにした。ミクログリアが同じよう
に活性化する一方で、C-, L-, および H-BSE プリ
オンの感染に対する宿主の反応の違いは、プリオ
ン病の神経変性機構を考える上で非常に興味深
い現象である。 
 
 
２）非定型 BSEのヒトへのリスクの推定 
 L-BSEを経口接種して 3年を過ぎた時点で、カ
ニクイザル 2頭の体液から、一過性であるが PrPSc

が検出されたことは、L-BSEは経口的にヒトに感
染するリスクがあることを示していることから、
管理措置の継続等、適切な対応が望まれる。 
 
 L-BSEの臨床症状期の牛の筋組織（筋紡錘）に
おける PrPScの分布を明らかにした。この事実は、
L-BSE の臨床症状期の牛の筋組織（上腕三頭筋、
半腱様筋、大腰筋、最長筋）にプリオン感染性が
検出されたことと矛盾しない。筋組織は脳と比べ
て 1/10,000程度の感染価を有していると推定でき
た。これまでにイタリアでの自然発生例でも、筋
組織に感染性が分布することが報告されている。

感染価は低いが、L-BSEは経口ルートでヒトへ感
染するリスクがあることから、特定部位以外にも
L-BSEプリオンが存在し得るという前提で、慎重
な対応が必要と思われる。 
 
 新たに作製した TgHuPrP を用いた、C-, L-, お
よび H-BSE の接種試験では、ヒトの感受性は
L-BSE, C-BSE, H-BSEの順に低下することが示唆
された。接種に用いた L-BSE や H-BSE の感染価
は 100.3 倍の僅かな差しかないにもかかわらず、
L-BSE は TgHuPrP に感染したが H-BSEは感染し
なかったことから、H−BSEプリオンのヒトへの感
染リスクは低いと考えられる。しかし、現在進行
中のカニクイザルを用いた H-BSE 感染実験の結
果と合わせて判断する必要がある。 
 
３）潜在的な非定型 BSE の存在リスクの推定、
非定型BSEがC-BSEの起源となる可能性の推
定 
 rCerPrPを基質に用いて、RT-QuICの反応系に非
感染牛脳乳剤を添加することで、一回の RT-QuIC
反応で、検出感度を損なうことなく、C-BSE と
L-BSE を鑑別可能となった。rCerPrP 以外に、マ
ウス、ハムスター、ウシ、およびハタネズミの組
換え PrPを使用したが、被検試料の脳乳剤濃度が
最高となる 10-3希釈でも安定して陽性となり、か
つ 10-7 希釈まで再現性良く陽性となるのは
rCerPrP を基質とした RT-QuIC であった。これま
で rCerPrPを基質とした BSE検出系は報告されて
いないが、rCerPrP は BSE プリオンの増殖に有効
であると考えられる。 
 最近アメリカの研究グループが種々の rPrP 
(Bank voleやSheep) を用いたRT-QuIC法において、
反応性の違いから C-, L-, および H-BSEを鑑別可
能であることを報告している  (Masujin et al., 
2016)。この方法は、高濃度の組織乳剤存在下での
検討は行われておらず、高感度検出と鑑別の両方
を備えた実用的な方法には至っていない。 
 
 非定型 BSE のプリオンに何らかの変化が生じ
て C-BSEプリオンが生じる可能性を探るため、本
研究では、熱処理、および酸・アルカリ処理によ
り L-BSE由来 PrPScが、C-BSE様の PrPScに変化す
る可能性を調べた。この際、C-BSE 由来 PrPScを
選択的に増幅する PMCA法を応用して、僅かに生
じるかもしれない C-BSE様 PrPScの検出を試みた
が、L-BSEプリオンが C-BSE様のプリオンに変化
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する現象を再現することが出来なかった。従って、
L-BSEが単純な加熱や酸・アルカリ等の物理・化
学的処理によって C-BSE 様のプリオンに変化す
る可能性は低いと考えられた。 
 
 本研究では、L-BSE プリオンが、vCJD のよう
なヒトプリオン病の原因となり得るかを推測す
るために、カニクイザルに伝達した C-BSE と
L-BSEプリオンの病原学的性状を調べたが、ウシ
脳の C-, L-BSEプリオンと大差なかったことから、
仮に L-BSE がヒトに感染したとしても、vCJDの
ような病態を呈する可能性は低いと思われる。 
 
 
Ｅ．結論 
 
１）非定型 BSE 感染動物における感染病態機序
の解明 
・ 非定型 L型BSE感染牛の臨床症状が確認さ
れる約 6ヶ月前頃からPrPScが検出されるこ
とが明らかとなった。 
・ L-BSE感染牛におけるPrPScの脳内分布が改
めて確認できた。嗅脚で早期から PrPScが検
出されることから、原因不明の死亡牛の検
査では、嗅脚などを採材することで、確実
な摘発が可能になると思われる。 
・ BSE解析用のモデルとして、C-BSEモルモ
ット馴化株 (C-BSE/gu)、L-BSEハムスター
馴化株 (L-BSE/ham) を作出した。 
・ L-BSE は末梢組織への親和性が低いこと、
血行性あるいは血管周囲器官を介して中枢
神経系組織内で拡散する可能性が示唆され
た。 
・ C-BSE の PrPScが熱処理により PrPScの分子
サイズが変化するという、これまでに報告
がない生化学的特徴を見出した。 
・ プリオン感染動物脳から、プリオン感染神
経細胞を同定・分離する方法を世界で初め
て確立した。 
・ C-, L-, および H-BSE プリオン感染

TgBovPrPの比較から、3種の BSEプリオン
に共通した宿主応答、およびそれぞれの
BSE プリオンに特長的な宿主応答があるこ
とを明らかにした。 

 
２）非定型 BSE のヒトへのリスクの推定に資す
る研究 

・ L-BSEを経口接種したカニクイザルの 2頭
ともが、接種後 3年経過した時点で、一過
性ではあるが体液から PrPScが検出された。
L-BSEは経口的にヒトに感染するリスクが
あることを示唆する重要な結果である。 
・ TgHuPrPマウスへの伝達試験の結果から、
ヒトの BSEプリオンの感受性は、L-BSE＞
C-BSE＞H-BSEと推測され、H-BSEのヒト
への感染リスクは低いと考えられた。 
・ L-BSE感染牛の可食部 (骨格筋：上腕三頭
筋、半腱様筋、大腰筋、最長筋) に脳の
1/10,000程度の感染価が存在することを明
らかにした。 
・ BSEスクリーニング検査に使用されている
市販キットが、H-BSEウシの摘発に有効で
あることを確認した。 

 
３）潜在的な非定型 BSE の存在リスクの推定、
非定型BSEがC-BSEの起源となる可能性の推
定 
・ rCerPrP を用いることで、C-BSE と L-BSE
プリオンの高感度検出および鑑別を一回の
反応で実施可能な RT-QuIC法を確立した。
C-, L-, および H-BSEを１度で検出・鑑別す
る方法の確立には至らなかった。 
・rMoPrP と rHaPrP に対する C-BSE と L-BSE
の反応性の差を利用して、両者を高精度に
鑑別する方法を確立した。 
・ L-BSE プリオンが、単純な加熱や酸・アル
カリ等の物理・化学的処理によって C-BSE
様のプリオンに変化する可能性は低いと考
えられた。 

 
 
Ｆ．健康危険情報 
  該当なし 
 
 
G．研究発表 
１．論文発表 
 II. 研究成果に刊行物一覧を、また、代表的な論
文を選択して掲載した。 

 
2.学会発表 
 件数が多いため割愛した。各年度の総括・分担
研究報告書に記載した通りである。 
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H．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  該当なし 
 
２．実用新案登録 

  該当なし 
 
 
 
 

 
 
 


